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(57) Abstract 

Hie NADH specificity of preferred NADPH-<lependent dehydrogenases can be improved by basicity reduction in the coenzyme 
docking area through corresponding genetically engineered modification of the relevant amino acid sequence Dehydrogenases with 
NADH-<lependence suitable for preparative purposes which correspond to a WK M value for NAD+>20 can be microbially obtained. 
To this end, a microorganism is used which codes for the enzyme and which has a gene sequence in the genetic code. The gene sequence 
codes for the enzyme with an amino acid sequence whose basic amino acid(s) are at least partially replaced on the coenzyme binding site 
or sites by uncharged amino acids. Alternatively or additionally, basic or positively charged or uncharged amino acid(s) canbc replaced 
by negatively charged amino acid(s). The inventive method is especially used for obtaining short-chain dehydrogenases wth coenz^e 
binding sites on the N-terminus. According to the example, alcohol-<iehydrogenases were obtained with the aid of Exoli HB101+ (pUBS 
520) which contains the mutated gene in an overexpressed manner. Said gene codes for the dehydrogenase and is cloned m the expression 
plasmi pKK-H7-3HB. 

(57) Zusa mmenfassung 

Die NADH-Spezifitat von bevorzugt NADPH-abhfingigen Dehydrogenasen kann durch Basizitatsmindemng im Coen- 
zym-Andockbereich durch entsprechende gentechnologische Abwandlung der relevanten Aminosaure-Sequenz verbessert werden. S 
konnen Dehydrogenasen mit filr praparative Zwecke tauglicher NADH-Abhangigkeit entsprechend einem UKm- Wert fUr NAD* 
2 20 mikrobiell dadurch gewonnen werden, dafi man einen fur das Enzym kodierenden Mikroorganismus mit einer Gen-Sequenz 
im genetischen Kode verwendet, die fur das Enzym mit einer Aminosaure-Sequenz kodiert, deren basische Ammosaure(n) an der 
Coenzym-Bindungsstelle bzw. den -stellen zumindest teilweise durch ungeladene Aminosauren ersetzt ist bzw. sind. Altemativ Oder 
zusatzlich kfcnnen basische bzw. positiv geladene oder ungeladene Aminosaure(n) durch negativ geladene Aminosaure(n) ersetzt sein. 
Das Verfahren wird insbesonderc fur die Gewinnung von short-chain Dehydrogenasen mit Coenzym-Bindungsstellen am N-Tenninus 
angewandt. GemaB Beispiel wurde Alkohol-Dehydrogenase mit Hilfe von Exoli HB101+ (pUBS 520) gewonnen, der das fur die 
Dehydrogenase kodierende mutierte Gen, kloniert im Expressionsplasmi pKX-117-3HB, uberexprimiert enthalt. 
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Dehydr genasen mit verbesserter NAD-Abhangigkeit, 
deren Hers tel lung und Verwendung 

Die Erfindung betriffi ein Verfahren zur Verbesserung der NADH-Spezifitat von 
bevorzugt NADPH-abhangigen Dehydrogenasen, das insbesondere zur Gewinnung von 
Dehydrogenase - speziell von short-chain Dehydrogenasen und vorzugsweise Alkohol- 
Dehydrogenasen - mit fur praparative Zwecke tauglicher NADH-Abhangigkeit 
entsprechend einem k^/KM-Wert fur NAD + > 20 brauchbar ist und sie umfaBt danach 
erhaltliche Dehydrogenasen und deren Verwendung. 

Dehydrogenasen und insbesondere Alkohol-Dehydrogenasen (nachfolgend durch 
ADHn abgekurzt) sind wertvolle Katalysatoren zur Gewinnung chiraler Produkte durch 
stereoselektive Reduktion prochiraler Ketone zu den entsprechenden chiralen Alkoho- 
len. Kommerziell verfligbar sind im wesentlichen entsprechende Enzyme aus Hefe 
(NAD-abhangig), Pferdeleber (NAD-abhangig) und Thermoanaerobium brockii 
(NADP-abhangig), flir spezielle Substrate auch noch beispielsweise Steroid-Dehydro- 
genasen (NAD- und NADP-abhangig). Wegen des teilweise recht begrenzten Substrat- 
spektrums sind in den letzten Jahren weitere neue ADHn gefunden worden, die gerade 
fur den praparativen Einsatz gut geeignet sind, beispielsweise eine (S)-spezifische ADH 
aus Rhodococcus erythropolis (NAD-abhangig) oder (R)-spezifische Enzyme aus der 
Gattung Lactobacillus. Beide Enzymtypen setzen ein sehr breites Spektrum an Ketonen 
mit hoher Enantioselektivitat um. Die Enzyme aus L. kefir (DE 40 14 573) oder L. 
brevis sind besonders interessant, da sie als einzige zu (R)-Alkoholen fiihren. Nachteilig 
flir eine Anwendung dieser Enzyme ist allerdings, dafi sie das Coenzym NADP + , bzw. 
NADPH benotigen, da dieses Coenzym betrachtlich instabiler und teurer (Faktor 5-10) 
als NAD* bzw. NADH ist. 

Ziel der Erfindung ist daher ein Verfahren zur Verbesserung der NAD + -Abhangigkeit 
solcher ADHn, das aber auch ganz allgemein zur entsprechende Verbesserung von 
Dehydrogenasen anwendbar ist. 
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Das zu diesem Zweck entwickelte erfindungsgemaBe Verfahren der eingangs genannten 
Art ist im wesentlichen dadurch gekennzeichnet, daB man die Basizitat des Enzyms im 
Coenzym-Andockbereich durch angemessene Anderung der Aminosaure-Sequenz mit 
Hilfe gentechnologischer Mittel vermindert. Diese Basizitatsminderung der 
Aminosaurereste der Dehydrogenase im Coenzym-Andockbereich kann insbesondere 
druch Austausch positiv geladener Aminosaure(n) gegen ungeladene Aminosaure(n) 
erreicht werden. 

Alternativ oder zusatzlich kann die Basizitat der Aminosauren der Dehydrogenase im 
Coenzym-Andockbereich audi durch Austausch neutraler oder positiv geladener 
Aminosaure(n) gegen negativ geladene Aminosaure(n) vermindert werden. wobei zur 
Basizitatsminderung naturlich Kombinationen dueser Abwnadlungen vorgesehen 
werden konnen. 

Weitere Besonderheiten der Erfindung ergeben sich aus den Patentanspriichen und der 
nachfolgenden Beschreibung. 

Dieses Verfahren geht davon aus, daB fur die Mitwirkung des Coenzyms bei der enzy- 
matischen Redoxreaktion eine Akzeptanz des Coenzyms an der Coenzym-Bindungs- 
stelle bedeutsam ist und daB durch Minderung der Basizitat im „Andockbereich" des 
Enzyms fur das Coenzym durch entsprechende Anderung der Aminosaure-Sequenz eine 
Verbesserung der Akzeptanz von NAD + im Vergleich zum NADP + erreicht werden 
kann. Die Realisierung einer solchen Abwandlung wurde gentechnologisch 
vorgenommen und untersucht und auf diese Weise eine deutlich fafibare Verbesserung 
erzielt, wie aus der nachfolgenden Beschreibung ersichtlich werden wird. 

Als Realisierungsbeispiel diente die ADH aus Lactobacillus brevis (DSM 20 054), bei 
der eine Coenzym-Bindungsstelle im N-Terminus vermutet wird und deren Sequenz der 
ersten 50 Aminosauren im N-terminalen Bereich lautet: 
S-N-R-L-D-G.K-V-A.I !0 -I-T-G.G.T-L-G-I-G.L2o-A-I-A-T.K- 
F-V-E-E-G 3 o-A.K-V-M-I-T-G-R.H-S4o-D.V-G-E-K.A.A.K-S-V 3 o 
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Die vollstandige Sequenz einer Untereinheit dieser ADH, die aus vier identischen 
TJntereinheiten besteht, ist in der Dissertation B. Riebel (1997, Universitat Dusseldorf) 
veroffentlicht, ebenso dort die zugehorige DN A- Sequenz, liber die letztendiich die 
Mutation erfolgt. 

Bei dieser N-terminalen Sequenz wurden mit Hilfe an sich bekannter gentechnolo- 
gischer Methoden bestimmte basizitatsrelevante Aminosauren ausgetauscht und die 
Veranderung der Akzeptanz von NAD + an Hand von zwei GroBen ermittelt: durch 
Bestimmung des Km und des Wertes. DerKM-Wert (Michaelis-Menten-Konstante 
[Mol/L]) kann als MaB fur die AfFinitat des Coenzyms zum Enzym betrachtet werden, 
vorteilhaft ist ein moglichst kleiner Km- Wert. Der k^t-Wett (Mol gebildetes 
Produkt/Mol Enzym x sec) ist ein MaB fur den Umsatz, er sollte moglichst hoch sein. 
Ein kombinierter Wert, der beide GroBen benicksichtigt, ist der Quotient kcat/KM. Dieser 
sollte zum Erreichen eines fur preparative Zwecke niitzlichen Enzyms vorzugsweise 
>20 sein. 

In den folgenden Beispielen 1-4 wurde ein Austausch basischer gegen neutrale 
Aminosauren wurde an den Stellen R38, H39, K45 und/oder K48 vorgenommen. Die 
Charakterisierung der Mutanten zeigt, daB es tatsachlich moglich ist, die Spezifitat der 
ADH aus L. brevis von NADP + hin zum N AD + zu verandern. Obwohl nur eine 
begrenzte Zahl von Aminosaure-Austauschen durchgefuhrt wurde, zeigen die Ergebnis- 
se, daB die gewunschte Verbesserung der NAD + - Abhangigkeit durch Basizitatsminde- 
rung erreicht werden kann. 

Ein in den nachfolgenden Beispielen zusatzlich durchgefuhrter Austausch von A9G 
(Alanin gegen Glycin; beide sind ungeladen) wurde nicht aus Griinden der Basizitats- 
anderung vorgenommen, sondern in Anbetracht zusatzlicher Stabilitatsuberlegungen. Es 
ist klar und belegbar, daB die durch den erfindungsgemaBen Austausch zur Basizitats- 
minderung erzielte NAD + -Spezifitatsandening durch diesen in den nachfolgenden 
Beispielen „begleitenden Austausch" (A9G) nicht merklich beeinfluBt wird. 
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Abgesehen von den im N-Terminus-nahen Bereich der ADH aus L. brevis vorge- 
nommenen - nicht erschopfenden - Aminosaure-Austauschen kann ein solcher 
Austausch selbstverstandlich auch in der verbleibenden Aminosaure-Kette (gemaB 
Dissertation, s.o.) durchgefuhrt werden und auf positiven Erfolg bzgl. der Spezifitat fur 
NAD + uberpriift werden. 

Ganz allgemein setzt das erfindungsgemafie Verfahren zur Abwandlung von Dehydro- 
genasen naturlich die Kenntnis bzw. einleitende Bestimmung der zu verandernden 
Aminosaure-Sequenz des zu verbessernden Enzyms voraus, urn einen gezielten Aus- 
tausch basischer Aminosauren durch ungeladene oder auch durch negativ geladene 
Aminosauren bzw. einen Austausch ungeladener gegen negativ geladene Aminosauren 
vornehmen zu konnen. Der fur die NAD-Spezifitatsverbesserung nutzliche Austausch 
bzw. Austauschbereich ergibt sich dann - auch ohne Vorab-Kenntnis der Coenzym- 
Bindungsstelle - nach dem trial-and-error-Prinzip, wobei die derzeit kommerziell zur 
Verfugung stehenden Fertig-Kits fur die wesentlichen Teilschritte der gentechnologi- 
schen Arbeiten diese ohne allzu groBen Aufwand durchfxihrbar machen. Als basische 
Aminosauren konnen insbesondere Lysin und Arginin ausgetauscht werden, und zwar 
vorzugsweise gegen ungeladene wie beispielsweise Glycin, Alanin, Valin, Leucin, 
Isoleucin, Methionin, Serin, Tyrosin oder Phenylalanin. Von den negativ geladenen 
Aminosauren kommen insbesondere Glutaminsaure und Asparaginsaure in Betracht. 

Der Nachweis der positiven Veranderung der mutierten Enzyme erfolgte durch die 
Bestimmung der kinetischen Parameter fiir die Coenzyme NAD + , NADP + , NADH und 
NADPH uber die entsprechenden kinetischen Parameter fiir das Keton-Substrat 
(Acetophenon) bzw. bei der Oxidationsreaktion fiir den Alkohol (Phenylethanol). Des 
weiteren wurde am Bei spiel der Reduktion von Acetophenon gepriift, ob die 
Enantioselektivitat erhahen geblieben ist. Im iibrigen wurden Temperatur-optima und - 
stabilitat, pH-optima und -stabilitat und der isoelektrischen Punkt bestimmt und mit den 
entsprechenden Daten fur das nichtmutierte Wildtyp-Enzym verglichen. 
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Das Wildtyp-Enzym zeigt folgende Eigenschaften: 

A) Kinetische Daten fur die Coenzyme NADP\ NAD + , NADPH und NADH (Tab. 1): 

Tabelle 1 : Kinetische Daten fur die oxidierten und reduzierten Coenzyme bei Reaktion 
mit der ADH aus Lactobacillus brevis. 



Parameter 



K M -Wert 
[mM] 



kcat-Wert 
[sec" 1 ] 



kcai/KM 

[mM 1 sec" 1 ] 



NADP + 
NAD + 
NADPH 
NADH 



0,241 
2,938 
0,218 
nicht mefibar 



65 
21 
536 
nicht meBbar 



270 
7 

2461 



Tabelle 1 zeigt, daB das Coenzym NADH vom Wildtyp der ADH aus L. brevis im 
Rahmen der Nachweismoglichkeit nicht umgesetzt wird. Lediglich sehr hohe Konzen- 
trationen von N AD + werden mit schwacher Aktivitat akzeptiert, so daB die Selektivitat 
(kcat/KM) des Wildtyps for NAD + (=7) im Vergleich zum Wert fur NADP + (=270) bei 
ca. 2,5% liegt. 

B) Temperaturoptimum und —stabilitat 

Das Temperaturoptimum der Wildtyp- ADH liegt bei 55°C, nach 24-stundiger Inku- 
bation bei verschiedenen Temperaturen zeigt es bei 30°C noch 100% Restaktivitat, bei 
37°C noch 50%. 

C) pH-Optimum und -stabilitat 

Das pH-Optimum fur die Reduktion von Acetophenon mit NADPH liegt bei 6,5. Der 
optimale Bereich ist sehr schmal, bereits bei pH 6,0 oder 7,0 findet man nur noch ca. 
60% Restaktivitat. Fur die Oxidation von Phenylethanol mit NADP + liegt das Optimum 
bei 8,0 mit einem breiteren Optimumsbereich von 7-9. Das Wildtyp-Enzym zeigt 
hochste Stabilitat bei Lagerung bei pH 7,0 bis 8,5. 
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D) Bestimmung des isoelektrischen Punkts 

Der isoelektrische Punkt des Wildtyp-Enzyms liegt bei 4,95. 

E) Reduktion von Acetophenon im Batch unter Coenzym-Regenerierung und Bestim- 
mung der Enantioselektivitat dieser Umsetzung 

Die Reduktion von Acetophenon mit NADPH mit dem Wildtyp-Enzym unter 
Coenzym-Regenerierung zeigt bei gaschromatographischer Trennung ausschlieBlich das 
(R)-Isomere von Phenylethanol. 

In den folgenden Beispielen wird die Herstellung und Charakterisierung von Mutanten 
beschrieben, bei denen mit gentechnischen Methoden Aminosauren im N-terminalen 
Bereich ausgetauscht wurden. 

Beispiel 1: 

Herstellung und Charakterisierung der Mutante 1 (A9G, R38L, K45I): 

Ziel dieser Mutation war es, im Vergleich zum Wildtyp drei Aminosaure-Austausche 
vorzunehmen: Arginin (R) in Position 38 soli gegen Leucin (L) ausgetauscht werden 
(R38L), Lysin (K) in Position 45 gegen Isoleucin (I) (K45I) imd Alanin (A) in Position 
9 gegen Glycin (G) (A9G). Mutante 1 kann also im Vergleich zum Wildtyp 
folgendermaBen beschrieben werden kann: A9G, R38L, K45I. 

A) Methode der Mutagenese: 

Ein wesentlicher methodischer Schritt bei der Herstellung der Mutanten stellt die PCR 
(Polymerase chain reaction) zur Vermehrung von DNA dar. Ausgangspunkt ist die 
DNA-Replikation durch DNA-Polymerasen, die anhand eines vorgegebenen Templats 
dieses in einem 1. Schritt einfach verdoppeln. Durch Zyklisierung dieses einfachen 
Schrittes wird jedes neu erzeugte und jedes alte Templat wieder Vorlage fur die DNA- 
Replikation. Dadurch wird eine Vermehrung im exponential en Mafistab bewirkt (2 n ). 
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Jeder einzelne Zyklus einer PCR besteht aus 3 Schritten, einem Denaturierungsschritt 
bei 94-96°C, wo die doppelstrangige DNA in den einzelstrangigen Zustand versetzt 
wird, einem Annealingschritt bei wahlbarer Temperatur, wo sogenannte Primer an die 
jetzt einzelstrangige DNA bind en konnen, und einem Polymeraseschritt bei 72°C (dem 
gangigen Temperaturoptimum thermophilen Polymerasen), wo diese Polymerasen an 
die Primer binden und den Einzelstrang der DNA wieder zu einem Doppelstrang 
vervollstandigen. Da es sich hierbei um doppelstrangige DNA handelt, miissen Primer 
fur beide Strange, den sense und den antisense Strang, zugegeben werden. Diese Primer 
werden entsprechend sense und antisense Primer genannt. Als Anneal ingtemperatur 
wird bei alien Fusions-PCR-Schritten 52°C verwendet, bei den anderen PCR-Schritten 
bei der Herstellung der Mutanten 1 und 2 eine Temperatur von 52°C und den Mutanten 
1/1 und 2/2 ein von 56°C. 

Diese 3 Schritte sind beliebig oft wiederholbar, sodaB in ein und demselben Reaktions- 
gefaB die gleichen 3 Schritte in dieser Reihenfolge an der stetig wachsenden Zahl der 
vorliegenden und neu erzeugten Template durchgefiihrt werden. 

Die im 2. Schritt erwahnten Primer sind notwendig fur das richtige Ansetzen der Poly- 
merase und setzen auch die Spezifitat der PCR fest. Durch die vorgegebene Primer- 
sequenz werden die gewiinschten DNA-Abschnitte amplifiziert. Primer konnen jedoch 
nur an die Ziel-DNA binden, wenn sie eine mehr oder minder komplementare Sequenz 
in der Ziel-DNA vorfinden. Die komplemetare Bindungskapazitat wird einerseits durch 
die Sequenzhomologie und andererseits durch die Annealingtemperatur des 2. Schritts 
festgelegt, wobei die Annealingtemperatur aus der Schmelztemperatur des Primers 
resultiert. 

Die PCR wurde in dem vorliegenden Fall fur die Generierung der einzelnen Cofaktor- 
mutanten eingesetzt. Dabei wurden die Punktmutationen an der Ziel-DNA durch die 
Verwendung solcher Primer eingefuhrt, d.h. die Primer zeigten in einzelnen Basen nicht 
die korrekte Homologie zur DNA-Sequenz. Da jedoch die Homologie der Primer trotz 
Punktmutationen noch 94% betrug, war eine Durchfuhrung der PCR moglich (bei einer 
Basenlange der Primer von durchschnittlich 33 Basen wurden 2 Basen ausgetauscht). 
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Die Punktmutationen mussen fvir eine korrekte Anderung der Zielsequenz auf beiden 
Strangen der doppelstrangigen DNA eingefugt werden. Das bedeutet, das fur die Ein- 
fuhrung einer Punktmutation im Gen zwei einzelne PCR-Reaktionen benotigt werden. 
In einer Reaktion wird vom 5'Ende des Gens (sense-Primer) bis zur Mutation (anti- 
sense-Primer) eine PCR durchgefuhrt, in der 2. Reaktion wird von der Mutation (sense- 
Primer) bis zum 3 Ende des Gens (anti sense-Primer) eine PCR durchgefuhrt. 

Sollen mehrere Punktmutationen eingefiihrt werden, deren Abstande zueinander die 
endliche Lange eines Primers (40-60 Basen) iiberschreiten, muB fur jede Punktmutation 
die oben angefuhrten 2 PCR-Reaktionen gesondert durchgefuhrt werden. 

Sind nun solche Punktmutationen durch PCR eingefiihrt worden, liegt in der Regel kein 
komplettes Gen vor, sondern die aus den Einzelreaktionen hervorgegangenen Teilstiicke 
des Gens, das 5 'Ende bis zur Mutation und das Stuck von der Mutation bis zum 3 'Ende. 
Diese mussen durch eine sogenannte Fusions-PCR zu einem kompletten Gen fiisioniert 
werden. 

Fusions-PCR: 

Das Prinzip dieser PCR entspricht der oben beschriebenen, nur werden in diesem Fall 2 
verschiedene Template zugegeben, die aber in dem Mutationsbereich eine 100% Homo- 
logie aufweisen, und zwar fur die Lange des vorher eingesetzten Mutationsprimer (in 
der Regel ca. 30-40 Basen). Dieser Mutationsbereich fungiert durch seine Homologie 
als ein Primer der PCR, d.h. nach Denaturierung der DNA in die Einzelstr&nge konnen 
sich im darauffolgenden Annealingschritt die beiden Ausgangsst range wieder zusarn- 
men finden, aber auch die beiden verschiedenen Strange in dem Homologiebereich 
paaren. Die Polymerase kann dann von dem Mutationsbereich als dem Primer die rest- 
liche DNA wieder zu einem Doppel Strang vervollstandigen. Um nur diese Variante als 
Moglichkeit zuzulassen, werden bei der Fusions-PCR in den ersten 5-10 Cyclen keine 
genspezifischen Primer zugegeben. 
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Nach 5-10 Zyklen liegt genugend vervollstandigte Gen-DNA zur Verfugung, so daB 
dann nach Zugabe der 5 und 3 Primer des Gens dieses zur Amplification in den 
folgenden Zyklen gebracht wird. Die vorher zugegebenen Genstticke konnen nicht 
amplifiziert werden, da fur jedes Genteilstuck immer nur ein Primer zur Verfugung 
steht (entweder nur der sense oder nur der antisense). Nur das in den ersten Zyklen 
komplettierte Gen kann mit beiden Primern amplifiziert werden. 

Die erste nach dieser Methode erzeugte Mutante enthalt im Vergleich zum Wildtyp- 
Enzym drei Aminosaure-Austausche: Arginin (R) in Position 38 wurde gegen Leucin 
(L) ausgetauscht (R38L), Lysin (K) in Position 45 gegen Isoleucin (I) (K45I) und (nicht 
erfindungsspezifisch) zusatzlich Alanin (A) in Position 9 gegen Glycin (G) (A9G). 
Dazu wurde im einzelnen folgendermaBen vorgegangen: 

Als Templat fur die Herstellung der Punktmutationsfragmente diente rekombinantes 
Plasmid [recADHpkk-177-3H], aus dem durch Restriktionsanalyse ttber Restriktions- 
Endonucleasen Eco Rl und Hind in das ADH-Gen (recADH) ausgeschnitten wurde. 
Das ausgeschnittene Fragment wurde nach Reinigung uber ein Agarosegel in die PCR 
eingesetzt. Als Primer fur die Mutante 1 dienten: 

R38LK46I: acc ggc ctg cac age gat gtt ggt gaa ata gca get (36 bp) (5 '-Primer sense) 
und 

BRAS: gege aag ctt eta eta ttg age agt gta gec acc gtc aac tac aaa ttc aga (3 -Primer 
antisense),die das grofie Fragment B ergeben; sowie 
BRS: gege gaa ttc atg tct aac cgt ttg gat ggt (5 '-Primer sense) und 
R38LK46Irev:agc tgc tat ttc acc aac ate get gtg cag gec ggt (3 '-Primer antisense), die 
das kleine Fragment A ergeben. 

Alle Primer sind stets in 5 3 '-Leserichtung aufgefuhrt, die Primer BRS und BRAS 
entsprechen den 5 bzw. 3 'Enden des recADH Gens. Die Komponenten und die jeweils 
verwendeten Konzentrationen sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. 
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Tabelle 2: PCR-Ansatze (NTP=je 0,2 mM von dTTP, dATP, dCTP und dGTP; Puffer 
(Stammlosung) = 100 mM Tris/HCI pH 8,8; 15 mM MgCl 2 ; 500 mM KC1; 1% Triton 
X-100 (v/v); Taq=Thermus aquaticus-Polymerase). Die Erlauterungen der Abkurzungen 
gelten fur alle fogenden Tabelle mit PCR-Ansatzen. 



PCR 


Templat 


5 '-Primer 


3 '-Primer 


NTP [mM] 


Puffer 


Taq 


1 


recADH; 


100 pmol 


100 pmol 


0.2 


lOul 


lul 




100 ng 


R38LK46I 


BRAS 








2 


recADH; 


100 pmol BRS 


100 pmol 


0.2 


10 nl 


1 ul 




lOOng 




R38LK46Irev 









Je nach Volumina der einzelnen Substanzen wird der Reaktionsansatz mit Wasser auf 
100 nl erganzt, das gilt im folgenden fur alle PCR-Ansatze. 



Die PCR-Fragmente wurden aufgereinigt und durch den tiberlappenden Teil in der 
Fusions-PCR (Tabelle 3) zu dem kompletten Gen mit den enthaltenden 
Punktmutationen zusammengefugt. 



Tabelle 3: PCR-Ansatz (Abkurzungen s. Tab. 2): 



PCR Templat 5 -Primer 


3 '-Primer 


NTP [mM] 


Puffer 


Taq 


3 Fragmenteaus 100 pmol BRS 


100 pmol 


0,2 


lOul 


1 nl 


PCR 1 und 2 


BRAS 









Die Fragmentmengen sind abhangig von der GrdBe der Fragmente, es mussen fur die 
Fusions-PCR gleiche pmol-Mengen an freien Enden der Fragmente vorhanden sein, d.h. 
bei gleicher Konzentration in ng haben kleinere Fragmente eine hohere Anzahl an pmol 
Enden als groBere Fragmente. Fur Mutante 1 ist das Verhaltnis 1 : 4,4 (kleines zu groBes 
Fragment), d.h. von dem kleinen muB 4,4 mal weniger eingesetzt werden als von dem 
groBen. 
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Einfiihrung der dritten Mutation A9G: 

A9G: ggt aag gta gga ate att aca (5 Trimer) und BRAS: (3 Trimer), die das groBe 
Fragment ergeben. BRS: (5 Trimer) und A9Grev: tgt aat gat tec tac ctt ace (3 Trimer), 
die das kleine Fragment ergeben (Komponenten und Konzentrationene siehe Tabelle 4). 

Tabelle 4: PCR-Ansatze (Abkiirzungen s. Tab. 2): 

PCR Templat 5 -Primer 3 '-Primer NTP [mM] Puffer Taq 

"4 Produkt aus 3; 100 pmol A9G 100 pmol 0^2 lOjH Hd 

lOOng BRAS 

5 Produkt aus 3; 100 pmol BRS 100 pmol 0,2 10 \i\ I \il 

100 ng A9Grev 



Die aus der PCR entstandenden amplifizierten Fragmente werden erneut iiber Fusions- 
PCR zusammengefugt (Tabelle 5). 



Tabelle 5: PCR-Ansatz: 



PCR Templat 


5 '-Primer 


3 '-Primer 


NTP [mM] 


Puffer 


Taq 


6 Fragmente aus 


100 pmol BRS 


100 pmol 


0,2 


lOfil 


1 ul 


PCR 4 und 5 




BRAS 









Die Fragmente wurden im Verhaltnis von 1:14.5 eingesetzt (klein zu groB). Das Produkt 
aus dieser PCR stellt die Mutante 1 dar, es wurde nach Reinigung in den Expressions- 
vektor pkk-177-3H kloniert und in E.coli HB101+ (pUBS520) uberexprimiert. Das 
mutierte Genstuck kann selbstverstandlich auch in andere Vektoren als den pkk-177-3H 
eingefugt werden, beispielsweise pBTac (Fa. Boehringer Mannheim), pKK-233 (Fa. 
Stratagene) oder pET (Fa. Novagen). Ebenso konnen als Wirtsorganismus andere E. 
coli-Stamme als HB101+ (pUBS520) verwendet werden wie E. coli NM 522, E. coli 
RR1, E. coli DH5a oderE. coli TOP 10", die von offentlichen Stammsammlungen oder 
Vektor-vertreibenden Firmen erhaklich sind. 
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B) Enzymgewinnung: 
Zellvermehrung: 

Zellmasse fiir die Aufarbeitung der einzelnen Mutanten wurde immer durch 5 L 
Schuttelkolbenfermentation produziert, als Wirt fur die mutierten recADH Plasmide 
diente immer der HB101+ Stamm, d.h. man benotigt fiir die Anzucht doppelten 
Selektionsdruck durch Ampicillin und Neomycin. Nach Anzucht in Fltissigkultur (1% 
Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl; pH 7,5) bei 37°C bis zu einer OD 550 von 0.5 
wurde das Enzym dann durch Zusatz von 1 mM IPTG induziert. Nach weiteren 4 h 
Stunden Wachstum wurden die Zellen geerntet, und die Genexpression nach Zellauf- 
schluB durch Aktivitatsnachweis und SDS-PAGE der Proteine uberpruft. Alternativ 
konnen die durch Fermentation gewonnenen Zellen auch bei -20°C eingefroren gelagert 
werden. 

ZellaufschluC durch Ultraschall: 

Zur Freisetzung des Enzyms konnen Standard-AufschluBmethoden angewandt werden. 
In diesem Fall wurden die rekombinanten Organismen durch gepulsten Ultraschall auf- 
geschlossen. Die in Tris-Puffer (0,1 M Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM MgCl 2 ) resuspendierten 
Zellen wurden einem AufschluB mit 2 x 25 sec Zyklen mit 30 sec Intervall zur Kuhlung 
am Pulsed Sonifier (Fa. Branson) mit 25 % Intensitat unterzogen. Die aufgeschlossenen 
Zellen wurden zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert, er wird im folgenden als 
Rohextrakt bezeichnet. 

Wie die nachfolgenden Charakterisierungen zeigen werden, ist dieses mutierte Enzym 
(Mutante 1), gerade im Vergleich zur Enzymmutante 2, relativ stabil. 

Aufreinigung der Enzymmutante 1 : 

Zur Gewinnung von gereinigtem Enzym wurden Standardverfahren der Proteinreini- 
gung verwendet. Eingesetzt wurden 3 Reinigungsschritte durch Chromatographie an 
Phenylsepharose 6 FF, Q-Sepharose FF und Octylsepharose FF (alles kommerziell 
erhaltliche produkte der Fa. Pharmacia, Freiburg). Tabelle 6 faBt die Aktivitaten und 
Ausbeuten der Reinigungsschritte zusammen. 
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Tabelle 6: Aufreinigung der Mutante 1 : 



Reinigungsschritt Aktivitat spez. Aktivitat Ausbeute Reinigungs- Gesamtaktivitat 





[U/ml] 


[U/mg] 


[%] 


Faktor 


[U] 


Rohextrakt 


13 


0,9 


100 


1,0 


390 


Phenylsepharose 


13 


7,4 


69 


8,5 


269 


Q-Sepharose 


71 


25,0 


64 


29,0 


252 


Octylsepharose 


53 


53,0 


20 


62,0 


80 



C) Bestimmung der kinetischen Parameter 

Die Charakterisierung der ADH-Mutante 1 bezuglich der kinetischen Daten ergab fol- 
gende, in Tabelle 7 zusammengefaBte Werte. 

Tabelle 7: Kinetische Daten fur die Enzymmutante 1 . 



Parameter 


K M -Wert 
[mM] 


kcat-Wert 
[sec - 1 ] 


kcat/KM 

fmM" 1 -sec' 


NADP + 


0,254 


114,8 


451 


NAD* 


1,823 


79,8 


44 


NADPH 


0,149 


156,0 


1046 


NADH 


0,179 


17,7 


99 



Im Vergleich zum Wildtyp ist bei dieser Mutante 1 bereits eine deutliche Verbesserung 
in der Reaktivitat gegenuber dem Coenzym NAD + eingetreten: Der K M -Wert hat sich 
signifikant von 2,9 auf 1,8 mM verringert, gleichzeitig hat sich die Aktivitat (kcat) von 
21 auf nahezu 80 erhoht. Beide Verbesserungen zusammengenommen zeigen, daB diese 
Mutante NAD + bereits deutlich besser akzeptiert. Wahrend die Selektivitat (k^ifKw) des 
Wildtyps fur NAD + im Vergleich zu NADP + bei nur ca. 2,5% liegt, ist dieser Wert bei 
der Mutante 1 auf ca. 10% angestiegen. 

D) Temperaturoptimum und -stabilitat 

Das Temperaturoptimum wurde fur Reduktionsreaktionen bei pH 7,0 mit den beiden 
Coenzymen NADH und NADPH aufgenommen. Es liegt in beiden Fallen bei 55°C. Die 
Temperaturstabilitat wurde als Restaktivitat nach 25 h Inkubation bei verschiedenen 
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Temperaturen bestimmt. Bei 37°C wurden dabei noch 95 % Restaktivitat erhalten, bei 
42°C noch 34%. 

E) pH-Optimum und -stabilitat 

Zur Bestimmung des pH-Optimums wurden folgende Puffer verwendet: 
pH 4,6 = Na-Acetat; pH 5,0 und 5,5 = Na-Acetat; pH 6,0 und 6,5 = Kpi oder MES; pH 
7,0 und 7,5 = Kpi oder TEA; pH 8,0 und 8,5 = Tris; pH 9,0 = Bicine. Alle Puffer wur- 
den in einer Konzentration von 100 mM eingesetzt. Zur Bestimmung der Reduktions- 
reaktion wurde 10 mM Acetophenon zugesetzt und fiindie Oxidation 25 mM Phenyl- 
ethanol. Die Konzentration an NADP/NAD betrug jeweils 2 mM. Die Konzentration an 
NADH/NADPH betrug je 0,25 mM. Fur die Messung wurden 970 \il der jeweiligen 
Pufferlosung, die bereits mit Substrat in der richtigen Konzentration versetzt war, mit 
20 jil der Stammldsung an dem gewiinschten Coenzym gemischt. Die Reaktion wurde 
mit 10 \xl Enzym gestartet, je nach Aktivitat unverdiinnt oder so verdunnt, so daB die 
Aktivitat bei der Messung zwischen 1 und 3 U/ml lag. 

Das pH-Optimum der Mutante fur die Reduktions-Reaktionen liegt sowohl bei Verwen- 
dung von NADH als auch mit NADPH im relativ sauren Bereich zwischen 5,0 und 6,0. 
Bei pH 7,5 wurden dazu im Vergleich nur noch 4% Aktivitat gemessen. Fur die 
Oxidations-Reaktionen mit NAD und NADP erhalt man maximale Aktivitat bei einem 
pH-Wert von 7,0. 

Die pH-Stabilitat wird als Restaktivitat nach 25-stundiger Inkubation bei verschiedenen 
pH-Werten ausgedriickt, wobei die gleichen Puffer wie zur Bestimmung des pH-Opti- 
mums verwendet wurden. 45 ^1 des jeweiligen Puffers wurden mit 5 *il der Enzym- 
losung gemischt und bei Raumtemperatur inkubiert. Probenahmen erfolgten nach 30 
min, 60 min, 6 h und 25 h. 

Bei Mutante 1 erhiek man die hochste Restaktivitat (100%) bei Lagerung bei pH 5,0. 
Bereits ein pH von 5,5 resultiert in nur noch 80% Restaktivitat und pH 7,0 ergibt nur 
noch 34 % Aktivitat nach 25 h. 
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F) Bestimmung des isoelektrischen Punkts 

Der isoelektrische Punkt liegt nach Bestimmung mit isoelektrischer Fokussierung (IEF) 
bei pH 4,28. Das ist gerade im Vergleich zur Mutante 2 (s. Beispiel 4) bemerkenswert. 
Bei Mutante 2 liegt der IP bei 4,65, obwohl in beiden Mutanten jeweils ein Lysin 
ausgetauscht wurde: bei Mutante 1 das Lysin-45 (in Isoleucin) und bei Mutante 2 das 
Lysin-48 (in Methionin). 

G) Reduktion von Acetophenon im Batch unter Coenzym-Regenerierung und 
Bestimmung der Enantioselektivitat dieser Umsetzung 

Im Batch- Ansatz zur Reduktion von Acetophenon unter Coenzym-Regenerierung mit 
Isopropanol wurde eine vollstandige Umsetzung zu Phenylethanol eireicht, eingesetzt 
wurden dazu 960 nl Triethanolamin-Puffer, 50 mM pH 7,0 mh 1 1 mM Acetophenon; 
10 ^1 Magnesiumchlorid (100 mM Stammlosung); 25 \x\ NADP + (10 mM Stamm- 
losung); 9,4 |il Isopropanol; 1 U Alkohol-Dehydrogenase. Die Bestimmung der Enan- 
tiomerenreinheit mittels Gaschromatographie in einer Probe nach vollstandigem Umsatz 
(4 h) zeigt, daB nur der (R)-Alkohol erhalten wurde, (S)-Phenylethanol war nicht nach- 
weisbar. 



Beispiel 2: 

Herstellung und Charakterisierung der Mutante 1/1 (A9G, R38L, K45M): 
Ziel dieser Mutation war es, im Vergleich zu Mutante 1 das Lysin in Position 45 in 
Methionin an Stelle von Isoleucin (Mutante 1) auszutauschen. Die iibrigen in Mutante 1 
vorgenommenen Austausche in Position 9 und 38 sind beibehalten worden, so daB 
Mutante 1/1 im Vergleich zum Wildtyp folgendermaBen beschrieben werden kann: 
A9G,R38L,K45M. 

A) Gewinnung von Mutante 1/1: 

Zur Gewinnung von Mutante 1/1 wurden prinzipiell die gleichen Methoden wie in 
Beispiel 1 beschrieben verwendet. Da die Mutante 1/1 ist eine Erweiterung der Mutante 
1, daher wird als Templat fur die nachfolgende PCR die Mutante 1 verwendet. 
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R38LK45M: acc ggc ctg cac age gat gtt gaa atg gca (5 Primer) und BRAS (3 Primer), 
die das groBe Fragment ergeben. 

BRS (5 Primer) und R38LK45Mrev: tgc cat ttc acc aac ate get gtg cag gec ggt 
(3 Primer), die das kleine Fragment ergeben. 

Tabelie 8: PCR-Ansatz: 



PCR Templat 5 -Primer 3 -Primer NTP [mM] Puffer Taq 



7 Produkt aus 6; lOOpmol 100 pmol BRAS 0,2 
100 ng R38LK45M 

8 Produkt aus 6; 100 pmol BRS 100 pmol 0,2 
100 ng R38LK45Mrev 


lOul 
10 |il 


1 Hi 
1 Ml 


Die Fragmente wurden aufgereinigt und in die Fusions-PCR eingesetzt. 






Tabelie 9: PCR-Ansatz: 






PCR Templat 5 '-Primer 3 -Primer NTP [mM] 


Puffer 


Taq 


9 Fragmente aus 100 pmol BRS 100 pmol BRAS 0,2 
PCR 7 und 8 


lOul 


lul 



Die Fragmente wurden im Verhaltnis 1:4.4 in die PCR eingesetzt. Das Produkt stellt die 
Mutante 1/1 dar, da ja aus Mutante 1 die Mutation A9G ubernommen wurde. 



Wie bei Mutante 1 wurde auch hier die eingefuhrten Mutationen durch Sequenzierung 
des Gens bestatigt. Zur Gewinnung der Enzymmutante wurde das Gen dann in E.coli 
HB 1 01+ (pUBS520) iiberexprimiert. 

B) Enzymgewinnung: 

Fermentation und ZellaufschluB entsprechen der in Beispiel 1 beschriebenen Vor- 
gehensweise. 
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Aufreinigung der Enzymmutante 1/1: 

Die Aufreinigung dieses mutierten Enzyms entspricht der in Beispiel 1 beschriebenen 
Methode. Tabelle 10 faBt die charakteristischen Daten zusammen. 



Tabelle 10: Aufreinigung der Enzymmutante 1/1: 



Reinigungsschritt 


Aktivitat 
[U/ml] 


spez. 
Aktivitat 

ru/mgi 


Ausbeute 
[%] 


Faktor 


Gesamtaktivitat 
[U] 


Rohextrakt 


178 


14 


100 


1 


2470 


Phenylsepharose 


137 


81 


64 


6 


1576 


Q-Sepharose 


179 


75 


29 


6 


716 


Octylsepharose 


140 


100 


11 


7 


280 



C) Bestimmung der kinetischen Parameter fiir die Enzymmutante 1/1: 

Die Charakterisierung der ADH-Mutante 1/1 bezuglich der kinetischen Daten fiir die 

Coenzyme ergab die folgenden in Tabelle 1 1 zusammengestellten Werte. 

Tabelle 1 1 : Kinetische Daten fur die oxidierten und reduzierten Coenzyme fiir die 
Enzymmutante 1/1. 



Parameter K M -Wert kcat-Wert kcat/KM 



[mM] [sec ! ] [mM" 1 -sec '] 

NADP* 0,502 33,3 66 

NAD + 0,502 33,3 66 

NADPH 0,352 166,4 473 

NADH 0,188 10,3 55 



Die kinetischen Daten zeigen, daB diese Mutante das Coenzym NAD + genauso gut 
akzeptiert wie NADP*. Der K M -Wert fur NAD + hat sich signifikant erniedrigt, er liegt 
bei 0,5 mM an Stelle von 2,9 fiir den Wildtyp. Diese Mutante zeigt also bereits eine 
besonders gute, niedrige Affinitat zum Coenzym NAD^. Auch der kcai-Wert hat sich 
leicht verbessert, er liegt bei 33,3 sec "\ Der Vergleich der Selektivitaten (k^/KM) fur 
beide Coenzyme zeigt fur NAD + denselben Wert von 66 mM" 1 sec" 1 wie fiir NADP + . 
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Im Vergleich zum Wildtyp, der NAD + zu ca. 2,5% bezogen auf NADP + umsetzt, wird 
NAD + von dieser Mutante mit 100% umgesetzt. 

D) Temperaturoptimum und -stabilitat 

Das Temperaturoptimum fur die Enzymmutante 1/1 liegt mit NADPH gemessen bei 
mindestens 65°C, hdhere Temperaturen wurden meBtechnisch bedingt nicht erreicht. 
Wird das Temperaturoptimum mit dem Coenzym NADH bestimmt, findet man einen 
optimalen Wert bei 40°C. Vermutlich wird NADH bei hoheren Temperaturen nicht 
mehr so gut am Enzym gebunden, so daB dann nur noch verminderte Aktivitat nach- 
weisbar ist. Die Messung zur Temperaturstabilitat zeigt, daB nach 25 Std. nur bei 25°C 
noch 100% Restaktivitat nachweisbar ist, bei 30°C nur noch 59%. Die Temperatur- 
stabilitat der Mutante 1/1 hat sich im Vergleich zum Wildtyp-Enzym also significant 
verschlechtert. 

E) pH-Optimum und -stabilitat 

Das pH-Optimum fur die Reduktionsrichtung (Messung mit Acetophenon) liegt sowohl 
mit NADPH als auch mit NADH gemessen bei ca. 6,0. Fur die Oxidation liegt das 
Optimum bei 7,0 (NADP*) bzw. 7,5 (NAD + ). 

F) Bestimmung des isoelektrischen Punkts 

Der isoelektrischen Punkts der Enzymmutante 1/1 liegt bei 4,85. 

G) Reduktion von Acetophenon im Batch unter Coenzym-Regenerierung und Bestim- 
mung der Enantioselektivitat dieser Umsetzung 

Die Reduktion von Acetophenon unter den in Beispiel 1 beschriebenen Bedingungen 
ergab nur das (R)-Isomere von Phenylethanol. 
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Beispiel 3: 

Herstellung und Charakterisierung der Mutante 2 (A9G, R38L, K48M): 

Ziel dieser Mutation war es, im Vergleich zu Mutante 1 das Lysin in Position 48 durch 
Methionin auszutauschen - an Stelle des K45I-Austauschs. Die iibrigen in Mutante 1 
vorgenommenen Austausche in Position 9 und 38 sind beibehalten worden, so daB 
Mutante 2 im Vergleich zum Wildtyp folgendermaflen beschrieben werden kann: A9G, 
R38L, K48M. 

A) Methode der Mutagenese: 

Zur Gewinnung von Mutante 2 wurden prinzipiell die gleichen Methoden wie in Bei- 
spiel 1 beschrieben verwendet. Da die Mutante 2 unabhangig von Mutante 1 hergestellt 
wurde, wurde hier wieder das Gen der Wildtyp- ADH (recADH) als Templat eingesetzt. 

R38LK48M: acc ggc ctg cac age gat gtt ggt gaa aaa gca get atg agt gtc (5 'Primer) und 
BRAS (3 'Primer), die das groBe Fragment ergeben; 
BRS (5Trimer)und 

R38LK48Mrev: gac act cat age tgc ttt ttc acc aac ate get gtg cag gec ggt (3 Primer), die 
das kleine Fragment ergeben. 

Tabelle 12: PCR-Ansatze 

PCR Templat 5 -Primer 3 '-Primer NTP [mM] Puffer Taq 

~13 recADH; 100 pmol 100 pmol BRAS 02 10^ TjU 

lOOng R38LK48M 

14 recADH; 100 pmol BRS 100 pmol R38LK48Mrev 0.2 10 nl 1 nl 

100 ng 



Die Fragmente wurden aufgereinigt und in die Fusions-PCR eingesetzt. 



Tabelle 13: PCR-Ansatz 



PCR Templat 


5 '-Primer 3 '-Primer 


NTP [mM] 


Puffer 


Taq 


15 Fragmente aus 


1 00 pmol BRS 1 00 pmol BRAS 


0.2 


lOul 


I til 


PCR 13 und 14 
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Die Fragmente wurden in einem Verhaltnis von 1:4.4 eingesetzt, das Produkt dieser 
Fusions-PCR ist ein Zwischenprodukt der Mutante 2, da die Mutation A9G noch 
eingefugt werden muB. 

Einfuhmng der dritten Mutation A9G: 

A9G: ggt aag gta gga ate att aca (5 Primer) und BRAS: (3 Primer), die das groBe 
Fragment ergeben; 

BRS: (STrimer) und A9Grev: tgt aat gat tec tac ctt acc (3 'Primer), die das kleine 
Fragment ergeben (Tabelle 18). 



Tabelle 14: PCR-Ansatze 



PCR Templat 5 -Primer 


3 -Primer NTP [mM] 


Puffer 


Taq 


1 6 Produkt aus 1 5 ; 1 00 pmol A9G 
lOOng 

1 7 Produkt aus 1 5 ; 1 00 pmol BRS 
100 ng 


100 pmol BRAS 0.2 
100 pmol A9Grev 0.2 


lOul 
10 pi 




Die Fragmente wurden im Verhaltnis 1 : 14.5 in die Fusions-PCR (Tabelle 19) 
eingesetzt. 






Tabelle 15: PCR-Ansatz: 








PCR Templat 5 -Primer 


3 -Primer NTP [mM] 


Puffer 


Taq 


18 Fragmente aus 100 pmol BRS 
PCR 16 und 17 


100 pmol BRAS 0.2 


lOul 


1 ul 



Das Produkt dieser Fusions-PCR stellt die Mutante 2 dar, diese wurde wie alle anderen 
Mutanten in den Expressionsvektor pkk-177-3H einkloniert. Zur Gewinnung der 
Enzymmutante wurde das Gen dann in E.coli HB101+ (pUBS520) uberexprimiert. 
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B) Enzymgewinnung: 
Fermentation und ZellaufschluB: 

Fermentation, ZellaufschluB und Enzymreinigung entsprechen der in Beispiel 1 be- 
schriebenen Vorgehensweise. Tabelle 20 faBt die charakteristischen Daten der 
Reinigung zusammen. 

Tabelle 16: Aufreinigung der Enzymmutante 2: 



Reinigungsschritt 


Aktivitat 

ru/mii 


spez. Akt. 

ru/mgi 


Ausbeute 


Faktor 


Aktivitat 
gesamt 


Rohextrakt 


310 


18 


100 


1 


3300 


Hitzefallung 


330 


35 


100 


2 


3300 


Phenylsepharose 


73 


91 


11 


5 


364 


Q-Sepharose 


90 


65 


8,2 




270 



C) Bestimmung der kinetischen Parameter fur die Enzymmutante 2: 

Die Charakterisierung der ADH-Mutante 2 bezuglich der kinetischen Daten fur die 

Coenzyme ergab die folgenden in Tabelle 21 zusammengestellten Werte. 

Tabelle 17: Kinetische Daten fur die oxidierten Coenzyme fur die Enzymmutante 2. 



Parameter 


K M -Wert 


kcat-Wert 


kcat/K.M 




[mM] 


[sec' 1 ] 


[mM* 1 sec 1 ] 


NADP + 


6,155 


47,0 


8 


NAD" 


0,619 


33,1 


54 



Bei dieser Mutante haben sich im Vergleich zum Wildtyp beide Parameter vorteilhaft 
bezuglich NAD^ verandert, der KM-Wert ist von 2,9 auf 0,62 mM gesunken, der kcat- 
Wert hat sich von 21 auf 33 verbessert. Damit hat sich der kcat/KM-Wert von 7,3 auf 54 
verbessert. Gleichzeitig haben sich bei dieser Mutante vor allem Affinitat zu NADP + 
(KM-Wert), aber auch der kcat-Wert drastisch verschlechtert, so daB diese Mutante 
bevorzugt NAD" als Coenzym verwendet. 
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D) Temperaturoptimum und -stabilitat 

Das Temperaturoptimum liegt deutlich niedriger als beim Wildtyp-Enzym, mit NADP 
gemessen liegt es bei 50°C, mit NAD + bei 33-37°C. Die Temperaturstabilitat zeigt, daB 
nach 25 h nur bei 25°C noch 100% Restaktivitat vorhanden sind, bei 30°C nur noch 
40%. 

E) pH-Optimum und -stabilitat 

Das pH-Optimum fur die Reduktion von Acetophenon liegt mit NADPH gemessen bei 
8,0, mit NADH gemessen dagegen bei 6,5. Dieses Optimum bei 6,5 entspricht dem 
Wildtyp-Enzym, gemessen mit NADPH. Vergleichbar mit dem Wildtyp-Enzym zeigt 
auch die mit NADH gemessene Aktivitat nur einen schmalen Aktivitatsbereich, bei pH 
7,0 findet man nur noch 46% Restaktivitat. Die Stabilitat der Enzymmutante bei 
verschiedenen pH-Werten nach 25 h zeigt ein Maximum bei pH 7,0, bei pH 6,0 wie 
auch bei 8,0 wurden noch 84% Restaktivitat gemessen. 

F) Bestimmung des isoelektrischen Punkts 

Der isoelektrische Punkt der Enzymmutante liegt bei pH 4,65. 

G) Reduktion von Acetophenon im Batch unter Coenzym-Regenerierung und Bestim- 
mung der Enantioselektivitat dieser Umsetzung 

Die Reduktion von Acetophenon unter den in Beispiel 1 beschriebenen Bedingungen 
ergab nur das (R)-Isomere von Phenylethanol. 

Beispiel 4: 

Herstellung und Charakterisierung der Mutante 2/2 (A9G, R38L, H39L, K48M) : 

Ziel dieser Mutation war es, im Vergleich zu Mutante 2 noch zusatzlich einen weiteren 
Aminosaure- Austausch einzufuhren, indem die basische Aminosaure Histidin in 
Position 39 gegen eine neutrale Aminosaure, das Leucin, ausgetauscht wurde. Die 
Mutante 2/2 kann also in Bezug auf den Wildtyp folgendermaBen beschrieben werden: 
A9G, R38L, H39L, K48M. 



SDOCIO <WO_9947684A2_l_> 



WO 99/47684 



PCT/DE99/00848 



23 



A) Methode der Mutagenese: 

Zur Gewinnung von Mutante 2/2 wurden prinzipiell die gleichen Methoden wie in 
Beispiel 1 beschrieben verwendet. Da die Mutante 2/2 eine Folgemutante der Mutante 2 
darstellt, wurde diese als Templat fur die PCR eingesetzt. 



R38LH39L: acc ggc ctg etc age gat gtt (5 Trimer) und 
BRAS (3 Trimer), die das grofie Fragment ergeben; 

BRS (5 Trimer) und R38LH39Lrev: aac ate get gag cag gec ggt (3 Trimer), die das 
kleine Fragment ergeben. 



Tabelle 18: PCR-Ansatze 



PCR Templat 5 -Primer 3 -Primer NTP [mM] Puffer Taq 

~19 Produktaus 18; 100 pmol 100 pmol 02 lOfil 1 fil 

lOOng R38LH39L BRAS 

20 Produkt aus 18; 100 pmol BRS 100 pmol 0.2 10 \il 1 fil 

100 ng R38LH39Lrev 



Die Fragmente wurden aufgereinigt und in die Fusions-PCR eingesetzt, in einem 
Verhaltnis von 1:4.4 (klein zu groB). 



Tabelle 19: PCR-Ansatz: 



PCR Templat 


5 -Primer 


3 -Primer NTP [mM] 


Puffer 


Taq 


21 Fragmente aus 


100 pmol BRS 


100 pmol BRAS 0.2 


lOul 


mi 


PCR 19 und 20 











Das Produkt dieser Fusions-PCR stellt die komplette Mutante 2/2 dar, die Mutationen 
K48M und A9G wurden aus der Mutante 2 ubernommen. Zur Gewinnung der Enzym- 
mutante wurde das Gen dann in E.coli HB101+ (pUBS520) uberexprimiert. 
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B) Enzyragewinnung: 

Fermentation, ZellaufschluB und Aufreinigung der Enzymmutante 2/2: 

Die Enzymproduktion und Aufreinigung dieses mutierten Enzyms entspricht der in 
Beispiel 1 beschriebenen Methode. Tabelle 24 faBt die charakteristischen Daten der 
Enzymreinigung zusammen. 



Tabelle 20: Reinigung der Enzymmutante 2/2 



Reinigungsschritt 


Aktivitat 

ru/mii 


spez. Akt. 
fU/mg] 


Ausbeute 
[%] 


Faktor 


Gesamtakt. 
[U] 


Rohextrakt 


35 


1.9 


100 


1 


467 


Hitzefallung 


30 


3 


96 


1.6 


450 


Phenylsepharose 


72 


26 


98 


14 


457 


Q-Sepharose 


80 


89 


85 


47 


398 


Octylsepharose 


65 


93 


28 


49 


130 



C) Bestimmung der kinetischen Parameter fur die Enzymmutante 2/2: 

Die Charakterisierung der ADH-Mutante 2/2 bezuglich der kinetischen Daten ergab 
folgende in Tabelle 25 aufgefuhrte Werte: 



Tabelle 21: 


Parameter 


K M -Wert 
[mM] 


kcat-Wert 
[sec" 1 ] 


kcat/Kw 

[mM" 1 -sec" 1 ] 


NADP + 


0,143 


30,8 


215 


NAD + 


0,955 


23,2 


24 


NADPH 


0,370 


101,1 


273 


NADH 


0,070 


33,6 


479 



Fur NAD + hat sich im Vergleich zum Wildtyp-Enzym der K M -Wert von 2,9 auf 0,96 
mM erniedrigt. Fur NADP + haben sich K M - wie auch kcat-Wert leicht verschlechtert. 
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Auffallend ist die besonders gute Affinitat der Mutante gegenuber NADH, der KM-Wert 
liegt bei 0,07 mM. 

D) Temperaturoptimum und -stabilitat 

Das Temperaturoptimum der Mutante 2/2,gemessen bei pH 5,0, liegt bei 42°C, 
gemessen mit NADPH und bei Venvendung von NADH bei 50oC. Diese Optima sind 
relativ breit, mit NADPH gemessen erhalt man noch 95% Aktivitat bei Messung bei 
50°C, mit NADH gemessen bei 60°C noch 70%. Die Stabilitat bei Lagerung (6h) bei 
verschiedenen Temperaturen ergibt fur 30°C noch 67%, bei 37°C nur noch 7%. 

E) pH-Optimum und -stabilitat 

Das pH-Optimum liegt fur die Reduktion von Actophenon mit NADPH bei 6,0, bei 
Venvendung von NADH bei 5,0. Gerade mit NADH ist diese Mutante eigentlich nur im 
sauren Bereich aktiv, bei pH 7,0 erhalt man nur noch 6% Aktivitat im Vergleich zum 
Wert bei 5,0. Auch fur die Oxidation ist das Optimum signifikant leicht in den sauren 
Bereich verschoben, maximale Aktivitat findet man sowohl mit NADP + als auch N AD + 
bei pH 7,5. Bei pH 8,0, dem Optimum des Wildtyps, findet man nur noch 77% 
(NADP + ) bzw. 61% (NAD*) Aktivitat. Wird das Enzym bei verschiedenen pH-Werten 
gelagert und die Restaktivitat nach 6 h gemessen, findet man noch 100% Restaktivitat 
bei pH 7,0. Bei pH 8,5 erhalt man nur noch 58%. 

F) Bestimmung des isoelektrischen Punkts 

Der isoelektrische Punkt der Enzymmutante 2/2 liegt bei 4,47. 

G) Reduktion von Acetophenon im Batch unter Coenzym-Regenerierung und Bestim- 
mung der Enantioselektivitat dieser Umsetzung 

Die Reduktion von Acetophenon unter den in Bei spiel 1 beschriebenen Bedingungen 
ergab nur das (R)-Isomere von Phenylethanol. 

Die Beispiele 1 bis 4 zeigen, dafl die Basizitatsminderung im Coenzym-relevanten 
Aminosaure-Sequenzbereich des ADH-Proteins der NADP-bevorzugenden Alkohol- 
Dehydrogenase aus Lactobacillus brevis durch gentechnologisch erreichbaren 
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Austausch von basischen durch ungeladene Aminosaurereste wie R38L, H39L, K45I, 
K45M bzw. K48M in unterschiedlicher Kombination zu einer praxisrelevanten 
Verbesserung der NAD + -Spezifitat des Enzyms filhrt. 

Ein solcher Austausch basischer gegen ungeladene Aminosaurereste im coenzym- 
sensiblen bzw. Coenzym-Andockbereich zur NAD + -Spezifitatsverbessening ist 
naturlich analog bei anderen Dehydrogenasen bekannter oder noch zu bestimmender 
AminosSure- und zugehoriger DNA-Sequenz moglich, wobei sich die coenzym-sensible 
Abwandiung - soweit der spezifische Bereich nicht bekannt ist - am Erfolg zu erkennen 
gibt 

So sind z.B. bei weiteren NADP-bevorzugenden Dehydrogenasen Amino saure- 
Sequenzen bekannt und in Datenbanken recherchierbar, wobei zunachst am einfachsten 
im Ahnlichkeitsbereich eines bereits bekannten Coenzym-Bindungsmotivs gesucht 
werden kann. 

Im vorliegenden Fall warden aus einer Protein- Sequenz-Datenbank („Swiss-Prot") 
Enzyme gesucht, die Ahnlichkeiten mit der Sequenz der L. brevis ADH aufzeigen. Als 
Suchmotiv wurde die Sequenz von Aminosaure-17 bis Aminosaure-50 der L. brevis- 
ADH eingegeben, das Suchprogramm ermittelt dann alle Proteine, die Sequenzahnlich- 
keiten aufweisen. Das Programm (Referenz: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, 
Alejandro A Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. 
Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein data- 
base search programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402) kann auch Lucken einfiigen, 
um die Ahnlichkek von Sequenzbereichen zu verdeutlichen, wobei angenommen wird, 
daB es auch naturlicherweise durch Deletionen und Insertionen zu solchen Verschiebun- 
gen kommen kann. 

Tab. 22 zeigt als Ergebnis einer solchen Recherche Aminosaure-Sequenzen im Ahnlich- 
keitsbereich bezogen auf Consensus-Sequenzen fur NADP-abh&ngige Dehydrogenasen. 
Dabei bedeuten „sp-Q93761" eine Oxidoreduktase aus Caenorhabditis elegans, 
„sp-P50161" eine Versicolorin-Reductase aus Aspergillus parasiticus, „sp-O67610" 



WO 99/47684 



PCT/DE99/00848 



27 

eine Oxidoreduktase aus Aquifex aeolicus, „sp-P42317" eine Oxidoreduktase aus 
Bacillus subtilis und „sp-Q49721" eine Oxidoreduktase aus Mycobacterium leprae. 

Tab. 22: Vergleich von Sequenz-Bereichen in NADP-abhangigen Oxidoreduktasen, die 
der vermuteten Coenzym-Bindungsstelle der ADH aus Lactobacillus brevis (LBADH) 
entsprechen. 



LBADH: 


17 


G I GLAI ATKFVEEGAKVMI TGRHSDVG-EKAAKSV 


sp-Q93761 : 


37 


GLGKAI ATTFAHLGASVAIAARRLDVL-EKTADE I 


sp-P50161 : 


20 


G I GAAI AVALGERGAKVVVNYAHSREAAEKVVEQ I 


sp-O67610 : 


18 


G I GRAI AEKLASAGS TVI I TGT- SGERA-KAVAEE I 


sp-P42317 : 


14 


G I RFE I ARE FAREGASVIVDLR- PEAC-EKAASKL 


sp-Q49721: 


77 


EG LI - GRHADVGA- KVAQL I 



Man erkennt analog zur ADH aus L. brevis basische Aminosaurereste in zum Teil 
analoger raumlicher Zuordnung, insbesondere etwa in der Position 45 und 38 von LB- 
ADH analoger Entfernung vom Consensus-Sequenzbereich. Der erfindungsgemafie 
Austausch gegen ungeladene Reste diirfte auch bei diesen bekannten Enzymen zu einer 
besseren NAD + -Akzeptanz flihren. 

In Weiterfuhrung des detailliert beschriebenen Prinzips der Basizitatsandening wurde 
nunmehr festgestellt, daB an Stelle des Austauschs basischer gegen ungeladene Amino- 
saurereste auch ein Wechsel von basischer oder von ungeladener Aminos&ure zu nega- 
tiv geladener Aminosaure mit positiver Wirkung fur die NAD + -Akzeptanz vorgenom- 
men werden kann. Die gewunschte Basizitatsmindening kann natiiriich auch durch 
Mischformen solcher Austausche erzielt werden. 

Das nachfolgende Beispiel 5 belegt den Nutzen einer solchen Einfuhrung eines negativ 
geladenen Aminosaurerests zusatzlich tm Austauschen basischer durch neutrale Amino- 
sauren im Coenzym-sensiblen Bereich. 
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Beispiel 5: 

Herstellung und Charakterisierung der Mutante2/3 (A9G, G37D, R38L, K48M) : 

Ziel dieser Mutation war es, im Vergleich zu Mutante 2 in eine Bindungsstelle fur das 
Coenzym in der Region 37/38 eine saure Aminosaure einzufugen. Dazu wurde von der 
Mutante 2 ausgegangen, die bereits eine hohe Praferenz fur NAD + gegeniiber NADP + 
aufweist und in Position 37 das Glycin gegen Asparaginsaure ausgetauscht Die 
Mutante 2G37D kann also in Bezug auf den Wildtyp folgendermaflen beschrieben 
werden: A9G, G37D, R38L, K48M. 



A) Methode der Mutagenese; 

Zur Gewinnung von Mutante 2/3 wurden prinzipiell die gleichen Methoden wie in den 
vorangehenden Beispielen angewandt. Da die Mutante 2/3 eine Folgemutante der 
Mutante 2 darstellt, wurde diese als Templat fiir die PCR eingesetzt 

G37DR38LK48M: 5 ace gac ctg cac age gat gtt gtt gaa aaa gca get atg agt gtc3 ' 

(5 Primer) und 
BRAS (3 Trimer), die das groBe Fragment ergeben; 

BRS (5 Trimer) undG37DR38LK48M rev: 5 'gac act cat age tgc ttt ttc acc aac ate get 
gtg cag gtc ggt 3' (3 Trimer), die das kleine Fragment ergeben. 



Tabelle 23: PCR-Ansatz (Gesamt-Ansatz = 100 fjtl> 



PCR Templat 5 -Primer 3 -Primer NTP Puffer Taq 

[mM] 

A Mutante2; lOOng lOOpmol 100 pmol 0.2 10^ 1 ^1 

G37DR38LK48M BRAS 

B Mutante2; 100 ng 100 pmol BRS 100 pmol 0.2 10 pi 1 \x\ 

G37DR38LK48M 

Rev 



Die Fragmente wurden aufgereinigt und in die Fusions-PCR eingesetzt, in einem 
Verhaltnis von 1 :4.4 (klein zu groB). 
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Tabelle 24: PCR-Ansatz: 

PCR Templat 5 -Primer 3 -Primer NTP [raM] Puffer Taq 

C Fragmenteaus lOOpmolBRS 100 pmol BRAS 0.2 lO^il 1^1 

PCR A und B 



Das Produkt dieser Fusions-PCR stellt die komplette Mutante 2/3 dar, die Mutationen 
R38L, K48M und A9G wurden aus der Mutante 2 ubernommen. Zur Gewinnung der 
Enzymmutante wurde das Gen dann in E.coli HB101+ (pUBS520) uberexprimiert. Die 
konrekte Mutagenese wurde durch Sequenzierung des positiven Klons verifiziert 

B) Enzymgewinnung und Aktivitatstest mit NAD + , NADP\ NADH und NADPH: 

Fermentation, Zellaufschlufi und Aufreinigung der Enzymmutante 2/3: 

Die Vermehrung des E. coli-Stamms, der das durch Mutagenese veranderte Enzym 
enthalt, wird wie in den Beispielen 1 bis 4 beschrieben durchgefuhrt. 

Nach AufschluB der Zellen und Abzentrifiigation der Zellbruchstucke erhalt man den 
enzymhaltigen Uberstand (Rohextrakt). 

Im Standard-Enzymtest fur die Reduktion von Acetophenon wurden mit NADPH 
0,032 U/mg (0,318 U/ml; 9,75 mg Protein/ml) und mit NADH 0,47 U/mg (4,61 U/ml; 
9,75 mg Protein/ml) gemessen. In der Ruckreaktion (Alkohol-Oxidation) mit 
Phenylethanol wurde mit NAD + eine spezifische Aktivitat von 1,1 U/mg (10,8 U/ml; 
9,75 mg Protein/ml) gemessen, mit NADP + zeigte dieses Enzympraparat keine 
Aktivitat. 

Durch die erfindungsgemaBe Abwandlung der genetischen Information wurde also ein 
Enzym erhalten, das nur noch NAD + und kein NADP + mehr akzeptiert. 
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Anhang 

Aminosaure-Sequenzen von Wildtyp- und mutierten ADHn aus Lactobacillus brevis im 
N-terminalen Bereich bis zur 50. Aminosaure (die Austausche in Bezug auf den 
Wildtyp sind durch Unterstreichung hervorgehoben): 

A) Wildtyp-Enzym: 

S-N-R-L-D-G-K-V-A-Iw-I-T-G-G-T-L-G-I-G-Ljo-A-I-A-T-K-F-V-E-E-Gm- 
A-K-V-M-I-T-G-R-H-S^o-D-V-G-E-K-A-A-K-S-Vso 

B) Mutante 1: 

S-N-R-L-D-G-K-V-G-I 10 -I-T-G-G-T-L-G-I-G-L2o-A-I-A-T-K-F-V-E-E-G3o- 
A-K-V-M-I-T-G-L-H-S40-D-V-G-E-I-A-A-K-S-V50 

C) Mutante 1/1: 

S-N-R-L-D-G-K-V-G-I 10 -I-T-G-G-T-L-G-I-G-L2o-A-I-A-T-K-F-V-E-E-G3o- 
A-K-V-M-I-T-G-L-H-S4o-D-V-G-E-M-A-A-K-S-V 50 

D) Mutante 2: 

S-N-R-L-D-G-K-V-G-I,o-I-T-G-G-T-L-G-I-G-L2o-A-I-A-T-K-F-V-E-E-G3o- 
A-K-V-M-I-T-G-L-H-S4O-D-V-G-E-K-A-A-M-S-V50 

E) Mutante 2/2: 

S-N-R-L-D-G-K-V-G-I10-I-T-G-G-T-L-G-I-G-L20-A-I-A-T-K-F-V-E-E-G30- 
A-K-V-M-I-T-G-L-L-S4o-I>-V-G-E-K-A-A-M-S-Vso 

F) Mutante 2/3: 

S-N-R-L-D-G-K-V-G-I10-I-T-G-G-T-L-G-I-G-L20-A-I-A-T-K-F-V-E-E-G30- 
A-K-V-M-I-T-Di-H-S^D-V-G-E-K-A-A-M-S-Vso 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Verbesserung der NADH-Spezifitat von bevorzugt NADPH- 
abhangigen Dehydrogenase!!, dadurch gekennzeichnet, daB man die Basizitat 
des Enzyms im Coenzym-Andockbereich durch angemessene Andening der 
Aminosaure-Sequenz mit Hilfe gentechnologischer Mittel vennindert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi man die Basizitat der 
Aminosaure-Sequenz der Dehydrogenase im Coenzym-Andockbereich durch 
Austausch poshiv geladener Aminosaure(n) gegen ungeladene Aminosaure(n) 
verminderL 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man die Basizitat 
der Aminosaure-Sequenz der Dehydrogenase im Coenzym-Andockbereich allein 
oder zusatzlich durch Austausch neutraler oder positiv geladener Aminosaure(n) 
gegen negativ geladene Aminosaure(n) vermindert. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man 
eine Dehydrogenase mit fur praparative Zwecke tauglicher NADH-Abhangigkeit 
entsprechend kcat/K M fur NAD + ^ 20 auf gentechnologischem Wege erzeugt, indem 
man von einem NADPH-bevorzugenden Dehydrogenase-Produzentenstamm mit 
bekannter oder zu ermittelnder Aminosaure-Sequenz im Coenzym-Andockbereich 
ausgeht und fur die gewunschte Basizitatsanderung eine entsprechende Veranderung 
der zugehoigen DNA-Sequenz mittels PCR-Technik vornimmt und die durch diese 
Methode veranderte genetische Information innerhalb des gewunschten Gens in 
einen geeigneten Vektor kloniert und anschlieBend in einem Dehydrogenase- 
produzierenden Mikroorganismus uberexprimiert. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, gekennzeichnet durch die Herstellung von short-chain 
Dehydrogenasen mit Coenzym-Bindungsstellen am N-Terminus. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, gekennzeichnet durch die Herstellung von Alkohol- 
Dehydrogenasen, insbesondere von (R)-spezifischen Alkohol-Dehydrogenasen. 

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die Dehydrogenase mit 
Hilfe von E. coli, insb. von E. coli HB101+(pUBS 520), gewonnen wird, der das fiir 
die gewiinschte Dehydrogenase kodierende mutierte, in einem Expressionsplasmid, 
insb. pKK-1 17-3HB, klonierte Gen uberexprimiert enthah. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daC Alkohol-Dehydrogenase 
ausgehend von Lactobacillen, insbesondere von L.brevis oder L.kefir gewonnen 
wird. 

9. Fiir praparative Zwecke taugliche (R)-spezifische Alkohol-Dehydrogenase mit 
einem kcat/KM fur NAD + ^ 20, erhahlich ausgehend von Lactobacillus-Stammen, 
insb. von L.brevis oder L.kefir, mit einem fiir short-chain Dehydrogenasen mh 
Coenzym-Bindungsstelle im N-Terminus kodierenden Gen durch Abwandlung der 
entsprechenden Gen-Sequenz im Hinblick auf die gewiinschte Basizitatsminderung 
an der Coenzym-Bindungsstelle druch Ersatz positiv geladener und / oder ungelade- 
ner Aminosaure(n) durch negativ geladene Aminosauren und / oder Aminosauren 
mit positiv geladenen Restgnippen durch Aminosauren mit ungeladenen 
Restgruppen. 

10. Alkohol-Dehydrogenase nach Anspruch 9, gekennzeichnet durch zumindest einen 
G37D-, R38L-, H39L-, K45I-, K45M- und/oder K48M-Austausch bei der Alkohol- 
Dehydrogenase aus L.brevis im N-terminalen Sequenz-bereich, der - unverandert - 
S-N-R-L-D-G-K-V-A-I, 0 -I-T-G-G-T-L-G-I-G-L2o-A-I-A-T-K- F-V-E-E-G30-A-K- 
V-M-I-T-G-R-H-S40-D-V-G-E-K-A-A-K-S-V50 

lautet, insb. durch einen der folgenden Austausche 

-R38L,K45I; 
-R38L,K45M; 
-R38L, K48M; 
-R38L,H39L,K48M; 
- G37D, R38L, K48M. 
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1 1 . Verfahren zur stereo-selekliven Gewinnung von (R)-Hy droxy-Verbindungen durch 
enzymatische Reduktion entsprechender Keto-Verbindungen, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man als Enzym eine nach einem der Anspriiche 1 bis 8 
erhaltliche Dehydrogenase venvendet. 

12. Verfahren zur stereo-selektiven Gewinnung von S-Hydroxy-Verbindungen aus 
Racematen durch enzymatische Oxidation der R-Hydroxy-Verbindungen, dadurch 
gekennzeichnet, daB man als Enzym eine nach einem der Anspriiche 1 bis 8 
erhaltliche Dehydrogenase venvendet. 
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